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ADN .......................... Acido Desoxirribonucleico. 
C .................... : ........ Citosol. 
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Corticoesteroídes (transcortinal. 
Ci ............................ Curie 
.:le' A .......................... Androstendiona 
DABA ........................ Acido 3,5 Diamino benzoico. 
DEX .......................... Dexametasona. 
5a-DHT ....... , ... ; . · .......... 5a-Dihidrotestosterona. 
3/3-diol .... ; ...... '.".':•, ......... 3f3-Androstandiol. 
3a-diol ......... "''. : .·. '. ........ &-Androstandiol. 
D. O. . ......................... Densidad Optica. 
dpm .......................... Desintegraciones por minuto. 
DTT .......................... Ditiotreitol. 
EDTA ......................... Etilendiamino tetracetato 

disódico. 
E, ................. ; .......... Estradiol. 
FHN ... : .... : ; . . ... '. ........ Fibroblastos Humanos 

Normales. 
g ................. ; ........... Gravedad. 
LH ........... :;· .. ;-; ........... Hormona Luteinizante. 
LH-RH ....................... Hormona Liberadora de 

Gonadotropinas. 
MEM . -; .. -.-; -.- : ;-.-, ":•:.:-.- .-......... Medio Mínimo Esencial. 
M ............... ; ............. Molar. 
mM ........................... Milimolar. 
fLI ............................. Microlitro. 
fLg ............................ Microgramo. 
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N ............................. Núcleo 
NADPH ....................... Fosfato de Nicotinam!da 

Dinucleótido, forma reducida. 
nm ............................ Nanómetro. 
3{3, 5a·NET .................... 3{3, 5a-Noretisterona. 
P, .........................•.. Progesterona. 
PBS .......................... Solución Amortiguadora de 

fosfatos. 
p/v ........................... Peso/Volumen. 
r max .........•............... Radio máximo. 
RA ................ ; : ......•.. Receptor de Andrógenos. 
RE .........• , .....•............ Receptor de Estrógenos. 
RP, ............... , .........•• Receptor de Progesterona. 
rpm .........•.... ·: .... · ......... Revoluciones por minuto. 
S ............ :. . ......... Unidades Svedberg. 
SHBG ........ · ....... ·.:; ........ Proteína transportadora de 

Hormonas Sexuales. 
SFT .......................... Suero fetal de ternera. 
T ....... ; ....••. ;;·; •.......... Testosterona. 
TCA ............• ; ..........•• Acido Tricloroacético. 
U/ml ............ :. , .......... .Unidades/mililitro. 
v/v ........................•.. Volumen/Volumen. 
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ESTEROIDES UTILIZADOS EN EL TRABAJO 

Nombre T1·ivial Nombre Si.stemático 

3a,5n-Androstandiol ............. 5n-Androstano-3a,17 /J-diol. 
3(3,5a-Androstandiol ............. 5a-Androstano-3f3,l7f3-diol. 
A"-Androstendiol ............... 5-Androsteno-3(3,17 fJ-diol. 
u •-Androstendiona .............. 4-Androsteno-3,17-diona. 
Colesterol ..................... 5-Colesteno-3(3-ol. 
Dehidroepiandrosterona ......... 3(3-Hidroxi-5-androsteno-17 

ona. 
5n-Dihidrotestosterona .......... l 7(3-Hidroxi-5n-androstano 

3-ona. 
17 a-Hidroxipregnenolona ........ 3f3,l 7 a-dihidroxi-5-pregneno 

20-ona. 
17 a-Hidroxiprogesterona ......... 17 a-Hidroxi-4-pregneno-3, 

20-diona. 
3{3,5n Noretisterona ..........•• 17a-Etinil-5a-estran-3/J, 

17(3-diol. 
Pregnenolona .................. 3(3-Hldroxi-5-pregneno 

20-ona. 
Progesterona ................... 4-Pregneno-3,20-diona. 
Testosterona ..............•...• 17/3-Hidroxi-4-androsteno-

3-ona. 
6a-Triol ......................• 5a-Androstano-3{3,6a, 

17/3-triol. 
7a-Triol ....................... 5a·Androstano-3f3,7a, 

17 p-triol. 
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NOMBRE TRIVIAL Y SISTEMATICO DE LAS 
ENZIMAS CITADAS EN EL TRABAJO 

Nombre Trivial Nombre Sistemático 

3¡3-ol deshidrogenasa ........... 3¡3-Hidroxiesteroide NAD 
(3¡3-hidroxiesteroide (P) oxidoreductasa. 
deshidrogenasa). 
3a-ol deshidrogenasa ........... 3"-Hidroxiesteroide NAD 
(3"-hidroxiesteroide (P) oxidoreductasa. 
deshidrogenasa). 
17,20 desmolasa ............... 17,20 esteroide liasa. 
20,22 desmolasa ............... 20,22 esteroide liasa. 
5a-reductasa ................... 5a-esteroide: (aceptor) 

-oxido reductasa. 
17a hidroxilasa .......... , ...... Esteroide NADP reducido: 

oxigeno,oxidoreductasa. 
(17a hidroxilación). 

20a-hidroxilasa ...... , .......... Esteroide NADP reducido: 
oxidoreductasa. 

22-hidroxilasa .................. Esteroide NADP reducido: 
oxigeno,oxidoreductasa. 
(22 hidroxilación). 

A'·A"isomerasa ................. 3cetoesteroidc 
A'·A• isomerasa 

17 J3 Oxidoreductasa ........... 17 /3-hidroxiesteroide 
NAD (P) oxidoreductasa 

6a-hidroxilasa .................. Esteroide 6a-hidroxilasa 
7 a·hidroxilasa .........•........ Esteroide 7 a·hidroxilasa 
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RESUMEN 

Aunque experimentalmente se ha demostrado que los derivados 
3a y 3/3 reducidos de la testosterona, desempeñan un papel determi­
nante en la regulación de diversos procesos fisiológicos normales, 
y aun en ciertas alteraciones metabólicas, el mecanismo de acción 
de estos metabolitos no ha sido esclarecido. Con la finalidad de co­
nocer el sitio intracelular de unión especifica del 3{3-Androstandiol 
(5a androstano,3{3,17{3-diol) en el fibroblasto, en el presente trabajo 
se realizaron estudios de captación del 3{3-diol (usando 3{3-Andros­
tandiol- 'H) en fibroblaslos ele piel humana mantenidos en cultivo. 
La retención especifica del 3{3-Androstandiol- 'H se determinó ini­
cialmente en monocapas confluentes de fibroblastos intactos. En se­
gundo término se analizó en forma sistemática la unión del com­
puesto tritiado en fracciones subcelulares purificadas, y se estudió 
además la especificidad de esta unión. Los resultados obtenidos in­
dican que el 3{3-Androstandiol se une preferentemente al comparti­
mento nuclear del fibroblasto. 
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INTRODUCCION 

-· Las hormonas esteroides son moléculas de naturaleza lipir;lica, 
producidas por las glándulas endócrinas y son capaces de influir -en 
el funcionamiento de tejidos distantes que aparentemente no g~ar­
dan relación con las células que los sintetizaron. Los esteroides son 
moléculas relativamente pequeñas, que poseen la información sufi­
ciente en su estructura para asegurar una respuesta adecuada y 
especifica del órgano blanco sobre el cual actúa (1). Dentro de este 
tipo de hormonas se agrupan las hormonas sexuales masculinas (lla­
madas genéricamente andrógenos), las hormonas sexuales femeninas 
(estrógenos y prostágenos) y las hormonas secretadas por la corte~a 
suprarrenal (corticoesteroides) que incluye a los mineralocorticoides 
y a los glucocorticoides. . . 

Estos compuestos tienen un peso molecular de alrededor de -300 
daltones, y sus estructuras son muy parecidas entre si, esta simili" 
tud se debe a que se originan de un precursor común que es el 
colesterol. Estructuralmente el colesterol consta de 27 átomos de 
carbono y su núcleo básico es el ciclopentanoperhidrofenantreno (ver 
Fig. 1). Todas las honnonas esteroicles se sintetizan a partir del 
colesterol, éste pierde inicialmente la cadena lateral por Ja acción 
de enzimas específicas de localización mitoconclrial lo que constituye 
el paso limitant>e ele Ja esteroiclogénesis (2-4). Debido a su propiedad 
lipofilica y a su tamaño, las hormonas esteroicles pueden difundir 
fácilmente al interior de la célula o bien pasar hacia el torrente 
sangUineo. Ya que son altamente especificas,_ las concentraciones re, 
queridas para que estas hormonas ejerzan su acción son pe­
queñas, (su concentración en suero es de aproximadamente 10-0 mo­
les/1). Una vez secretadas en el torrente sanguíneo, las hormonas 
esteroides son transportadas por proteínas séricas especificas hacia 
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los órganos blanco: las más importantes son la globulina transpol'· 
tadora de hormonas sexuales (SHBG), que une a andrógenos y es­
trógenos (5,6) y la proteína transportadora de corticoesteroides (CBG 
o transcortina) a la que se unen cortícoesteroides y progestinas (7,8). 
Algunas especies como la rata no poseen SHBG, sin embargo las hor­
monas son acarreadas por otras proteínas como la a· fetoproteína y 
la albúmina, que desempeñan un papel similar (9,10). 

Las hormonas esteroides ejercen selectivamente su acción debido 
a su interacción con receptores intracelulares que se encuentran loca­
lizados exclusivamente en los tejidos esteroides sensibles en donde 
son captados selectivamente. La retención específica de hormonas 
esteroides por un tejido blanco fue demostrada en 1962 por E. V. 
Jensen (11), quien después de administrar a roedores una prepara­
ción de estradiol marcado con tritio observó que la hormona era 
retenida en mayor porción por el tejido uterino. A partir de enton­
ce se ha documentado Ja existencia de receptores intracelulares es­
pecíficos de andrógenos (RA), de estrógenos (RE), de progesterona 
(RP,) y receptores para corticoesteroides, que se encuentran pre­
sentes en Jos tejidos esteroides sensibles y/o dependientes (12-14). 
Dentro de la célula blanco, los esteroides son retenidos selectiva­
mente por moléculas receptoras de naturaleza proteica, ubicadas tan­
to en el citoplasma como en el compartimento nuclear. Una de las 
propiedades príncipales de los receptores es, la de ser altamente espe­
cíficos, esto es, ser capaces de discrimínar pequeñas, díferencias en 
la estructura molecular de las hormonas. La unión del esteroide con 
el receptor se establece mediante enlaces no covalentes con los sítíos 
de unión de alta afinidad de la proteína Jos cuales generalmente 
muestran baja capacidad (15). 

De acuerdo a sus propiedades fisicoquímicas se reconocen dos fot'­
mas básicas del receptor de hormonas esteroides; Ja forma nativa 
o no dísocíada, localizada principalmente en el citoplasma, de un 
peso molecular aproximado de 200 000 daltones y cuyo coeficiente 
de sedimentación es de 8S en gradíentes de densidad de sacaro­
sa (16-18). El complejo formado por la hormona y el receptor es 
activado (posiblemente por un proceso de desfosfori!ación) o trans­
formado conformacionalmente, lo cual Je conCiere la capacidad de 
ser translocado al núcleo, a donde se une a sítios aceptores situados 
en la cromatina. Al receptor activado se le conoce como receptor 
nuclear o forma disociada ( 4S) del receptor. La interacción del re-
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ceptor nuclear con el aceptor resulta en la regulación de la expresión 
génica de la hormona (19,20). 

Biosíntesis de Andrógeiws. 

Los andrógenos son las hormonas esteroides gonadales que de­
terminan la difei·enciación y el desarrollo de los órganos reproduc­
tivos masculinos. Regulan además las caracteristicas sexuales secun­
darias, la conducta, el comportamiento sexual y la secreción de los 
órganos sexuales accesorios en el macho. Uno de los andrógenos circu­
lantes biológicamente más activos (la testosterona), es producido en 
su mayoría por el testiculo, aunque su formación por el ovario (21) 
y la suprarrenal (22) también ha sido informada. 

Las células intersticiales del testículo o células de Leydig son las 
responsables de biosintetizar a la hormona a partir de acetato (23). 
La regulación de la síntesis de los andrógenos por el testículo se da 
por un mecanismo de retroalimentación negativa que se establece 
entre la gónada, el hipotálamo y la hipófisis anterior a través de sus 
secreciones. Así la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH) 
de origen hipotalámico regula la sintesis y/o liberación de la LH 
(hormona luteinizante u hormona estimulante de las células intersti­
ciales) por la pituitaria anterior; ésta a su vez actúa sobre los re­
ceptores membranales de la célula de Leydig resultando en un incre­
mento en la sintesis de testosterona. La biosíntesis de andrógenos 
se lleva a cabo a partir de colesterol, el cual se encuentra presente 
en grandes cantidades en la membrana de la célula eucarionte y es 
sintetizado mediante la unión de moléculas de acetato (24). 

Las modificaciones en la molécula de colesterol para llegar a 
formar los anclrógenos se inicia mediante ·el rompimiento de la ca­
dena lateral, esta reacción es confinada a las mitocondrias de órga­
nos formadores de esteroides, e involucra un rompimiento de carbono 
a carbono (C,,-C,,). Requiriendo previamente la hidroxilación de los 
carbonos 20 y 22 del colesterol (25) y es necesaria la presencia de 
NADPH y oxígeno (26), subsecuentemente la enzima 20,22 desmo­
lasa rompe la cadena lateral del colesterol dihidroxilado, y da como 
resultado la pregnenolona molécula de 21 átomos de carbono que no 
tiene actividad hormonal conocida. Ya formada la pregnenolona aban­
dona la mitocondria y se dirige al retículo endoplasmático, en donde 
tienen lugar las reacciones subsecuentes. La transformación de preg-
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nenolot¡a a testosterona requiere de cinco reacciones enzimáticas (Fig. 
1); la 17 a- hidroxilación mediante la 17a-hidroxilasa, la remoción 
de la cadena lateral mediante la 17,20 desmolasa, la oxidación del 
grupo hidroxilo en posición 3 y el cambio de la doble ligadura de 
ti.' a ti.' mediante la acción de la 3{1-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
y la ti.'-ti." isomerasa, este par de enzimas se encuentran intimamente 
asoCiadas y las 2 reacciones ocurren casi simultáneamente. Por úl· 
timo es necesaria la reducción del oxigeno en el carbono 17 me­
diante la acción de la 17{1-hidroxiesteroide deshidt·ogenasa. 

Las principales vías metabólicas para la formación de testoste­
rona a -partir de pregncnolona se muestran en la figura 1. La ruta 
de -los delta 5 (ti.') opera para iel humano y el perro, mientras que 
la llamada vía de los delta 4 (ti.') se sigue en el testículo de la rata. 

Metabolismo de Testostemna. 

La testosterona . una vez sintetizada, se vierte a la circulación 
de donde será captada por la célula blanco. Esta hormona presenta 
actividad aridrogénica pei· se y actúa a nivel celular o bien es con­
vertida ezimáticamente en los tejidos andrógeno dependientes a un 
cóinpuesto cuya actividad biológica es inclusive superior al compues­
tó.'.ciri"~inal;' por ejemplo, la testosterona es convertida en el epitelio 
prostático a 5a-dihidrotestosterona (27) por la acción de la enzima 
¡;,,:rc.cluctasa NADPH dependiente (28, 29) de localización micro­
scimal y/o nuélear. 

La formación de la 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) a partir ele 
testosterona ocurre en varios tejidos en los que se sugiere que esta 
hormona ejerce su acción. Así la testosterona es convertida a 5a-DHT 
en el iepidiclimo (30), cerebelo (31), hipotálamo (32), hipófisis an-

Fig. 1 Sintesis de Testosterona en Testículo. 
La conversión de colesterol a pregnenolona se lleva a cabo en las 
mitoconclrias de las células formadoras de ·esteroides. Las reacciones 
subsecuentes ocurren en el retículo endoplásmico liso. Las reacciones 
de la izquierda indican la ruta de los ti.' y las de la derecha indican la 
ruta de los ti.'. Los números arábigos indican las enzimas involucra­
das en el proceso de biosintesis. 1) 20a hiclroxilasa; 2) 22 R hidroxi­
Iasa; 3) 20,22 desmolasa; 4) 3{1 hidroxiesteroide deshidrogenasa; 5) 
ti.·'A'' isomerasa; 6) 17a hidroxilasa; 7) 17,20 clesmolasa 8) 17{1 

oxidoreductasa. 
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terior (33, 34), piel y glándula sebácea (35-37) de Ja mayoria de 
los mamíferos. 

Por otra parte la gran mayoría de efectos androgénicos a nivel 
celular son mediados por al acción de la 5a-DHT. Este compuesto es 
reducido enzimáticamente (figura 2) en el grupo cetónico del car­
bono 3 mediante la acción de Ja 3a- y la 3/1- hidroxiesteroide deshidro­
genasa y esto resulta en la formación de los compuestos 3a-andros­
tandiol y el 3/J-androstandiol. 

OH 

-~·~"'" º'~""' 
t.'ADrH ~@ 

10.nr -1 

"~'''"""'"''" o i\ 

~·n::S ~ ~~. í'tS 
HO''Cf)"3• -DlOL HO,.(:f),;::;,. 
~ \® fa \® 

~·cqs ~·qP ... # -~ OH 
311 ,,, .. ,u.,.ntoL 

lf>,1o,17Jl-T111Dl. 

Fig. 2. Metabolismo de Testosterona en órgano blanco. Los números 
arábigos indican las enzimas involucradas en las reacciones de con­
versión de la testosterona a sus mctabolitos. 4) 3/1-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa 9) 5a-esteroide reductasa 10) 3a-hidroxiesteroide des­
hidrogenasa 11) Sa-esteroide hidroxilasa 12) 7a-esteroide hidroxilasa. 

La formación del 3/]-androstandiol que es el compuesto objeto del 
presente estudio (Fig. 3) se lleva a cabo principalmente en la frac· 
ción soluble y en Ja fracción microsomal de Ja célula que es donde 
se ha identificado la mayor actividad de Ja 3/J-hidroxiesteroide des-
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Fig. 3. Estructura química del 3{3-diol 
5a - ANDROSTANO- 3{3, 17{3 DIOL 

(3{3-diol) 

hidrogenasa. Aunque las características de esta enzima han sido es­
casamente estudiadas se sabe que exhibe su mayor actividad a un 
pH de entre 5-7 y a u'na temperatura óptima de 37ºC (38). Como 
se indica en el cuadro número 1, la formación del 3{3-androstandiol 
(3{3-diol) se ha reportado que ocurre en varios tejidos como por 
ejemplo Ja próstata ventral, en hipófisis, piel, túbulo seminifero y en 
hipotálamo de rata. Finalmente el destino metabólico dejl 3{3-diol 
y su isómero el 3a-diol (Fig. 2) es la hidroxilación de los carbonos 
6 y/o 7 en orientación alfa y beta para ser excretados. Estos pro­
ductos son biológicamente inertes y se cree que su formación es un 
reflejo de Ja actividad metabólica celular ( 44). 

Cancentraci6n del 3{3 An.drostandiol. 

Se ha sugerido reiteradamente, aunque sin comprobación experi­
mental, que el 3{3-diol es un andrógeno biológicamente débil y que 
por lo tanto no es importante fisiológicamente ( 45) , sin embargo, 
estas afirmaciones han sido cuestionadas y su importancia fisiológica 
revalorada, gracias, al desarrollo de técnicas analíticas de cuantifica­
ción. En el cuadro número 2 se muestran las concentraciones del 
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CUadro No. 1 

Metabolimrw Método de se-
(StlStrato Tejido paración de 
Producto) metabolitos Re/. 

T-->3{3diol Próstata de rata. Cromatografía en 
capa fina. 39 

T->3{3diol Células tumomlcs Cromatografia en 
de pituitaria de papel 40 
rata (GH,). 

T_,_.3{3diol Piel de cuero ca- Cromatografía en 
belludo. capa fina. 41 

T--"> 3,8,di9l Piel de espalda. Cromatografía en 
capa fina. 41 

5a DHT- 3,8 dio! Pituitaria, hipotá- Cromatografía en 
lamo y tú bulo se- papel y capa fina. 42 
minifero (rata). 

t.'A-3{3diol Glándula sebácea Cromatografía en 
de Gerbo capa fina. 43 

T-->3,8diol . 43 

Formación del 3/3 dio! en tejidos sensibles a andrógenos. 
Los estudios se realizaron in vitro, partiendo de un prccursos inar-
c.ado radiactivamente. · 
T: Testosterona, 3{3 diof: 5a androstano-3{3, 17{3 dio!, 5a DHT: 
5a DihidrotestiJsterona, t.' A: t.' Androstendiona. 

3{3-diol en sujetos normales, y en individuos cuya patología es atri­
buida a la acción del androstandiol. Así, en el hombre, la concentra~ 
ción plasmática del 3f3-diol es mucho mayor a la encontrada en Ja 
mujer, mientras que en el varón castrado, los niveles de Ja hormona 
se: encuentran disminuidos lo que sugiere que el testículo ·aporta un 
porcentaje importante del esteroide. Por otro lado, se observó que 
Ja concentración plasmática del 3{3-diol en mujeres hirsutas es similar 
al de los hombres normales lo cual sugiere que esta alteración es 
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debida a los niveles elevados de este metabolito (45). Lns altas con­
centraciones del 3fi-diol encontradas en la hipófisis anterior de la 
rata sugieren que este compuesto es sintetizado y de alguna forma 
retenido por el tejido (46) ya que se han detectado niveles tisulares 
4 veces superiores a los séricos (aproximadamente 1 ng/g de tejido). 

Efectos Biológicos del 3p-Androstandiol. 

Como se mencionó con anterioridad el destino metabólico de un 
producto de conversión formado a partir de una hormona activa, 
puede seguir dos caminos; uno que estos productos (metabolítos) 
sean activos biológicamente o bien que sean inactivos y pueden: 

a) inducir un recambio de la hormona esteroide 
b) regular las concentraciones intracelulares de hormona activa 
c) cambiar el balance metabólico celular. 

En el caso particular del 3p-diol que se puede considerar es un 
metabolito activo ya que se han registrado varios efectos biológicos 
de este compuesto. Por ejemplo, en estudios metabólicos tanto in vitm 
como in vivo se ha demostrado la formación del 3p-diol en la fracción 
microsomal de próstata! ventral de la rata ( 47) y en perfusiones 
de la próstata del perro ( 48). Al estudiar la acción de este metabolito 
sobre Ja próstata de rata se observa un marcado efecto sobre el com­
ponente epitelial en térininos de inducción de actividad secretora y 
el mantenimiento de la altura y tamaño de las células epiteliales 
( 49), este afecto es debido al 3p-diol y no a su epimero 3a o a la 
5a-DHT. Ya que el 3p-diol es capaz de mantener la actividad y mor­
fología de la próstata, Robe! y col. sugirieron que este metabolíto 
regula la actividad de la 5a-DHT inhibiendo su expresión (50). 
Por otro lado, con el antecedente de que un efecto androgénico 
temprano sobre el tejido prostático es un incremento en la actividad 
de Ja RNA polimerasa, Davies y col. estudiaron el efecto del 3p-diol 
sobre la actividad de esta enzima, y observaron que induce su acti­
vidad demostrando asi su efecto androgénico intrínseco (51). 

Otro efecto fisiológico en el cual parece estar involucrado el 
3,9-diol k!S el inicio de la pubertad en los roedores. De acuerdo a Ja 
información disponible se sabe que en esta etapa de maduración los 
cambios en las gónadas, tracto reproductos, encéfalo e hipófisis son 
iniciados en respuesta a un estimulo hormonal apropiado (52). En 
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Cuadro No. 2 

Esteroide cuantificado Individuos estudiados Método de Análisis Concentración en Re/. 
plasnw. periférico 

3/3 diol Hombres normales Radioinmunoensayo 609 pg/ml 48 

3/3 dio! Mujeres normales Radioinmunoensayo 285 pg/ml 48 

3/3 dio! Hombres adultos Radioinmunoensayo 2ÓO pg/ml 48 
castrados 

3/3 dio! Fluido folicular Radioinmunoensayo 725 pg/ml 48 
humano 

3/3 dio! Mujeres hirsutas Radioinmunoensayo 585 pg/ml 48 



esta especie se ha correlacionado el inicio de la pubertad con un 
incremento en la secreción hormonal por parte de la gónada (53), 
aunque se ha reconocido que no sólo el estradiol (E,) y la progeste­
rona están involucrados en al activación del hipotálamo. 

A •este i·especto Eckstein ha estudiado en la rata hembra la rela­
ción del 3,B-diol con el inicio de la pubertad (54), sus datos indican 
que la administración de 3,B-diol, induce cambios similares a los obser­
vados en el inicio de este fenómeno fisiológico; esto es, apertura 
vaginal y la aparición del primer estro. 

En la rata, en etapas prepuberales la producción del 3a-diol por 
el ovario y el testículo se encuentra incromentacla, sin embargo, este 
isómero no tiene efecto alguno sobre el adelanto de la pubertad 
(54), lo que ha sugerido que la hormona hipofisiaria FSH activa 
ciertas epimerasas que convierten a la forma 3,B del androstandiol, 
que es biológicamente activo (55). 

Estos hallazgos sugieren fuertemente que el metabolito tetrahiclro 
reducido de la testosterona está involucrado directamente en la ini­
ciación de la pubertad. 

Se sabe que los andrógenos regulan el desarrollo y la actividad 
secretora ele las glánclulas sebáceas (56). 

La testosterona y /o sus metabolitos actúan sinérgicamente con 
hormonas hipofisial'ias como la prolactina y la somatotropina para 
mantener su actividad (57-58). 

Estudios realizados por Ebling y col. demostraron también que 
el 3,B-diol es capaz ele incrementar la producción de sebo y aumentar 
el número ele mitosis ·en las glándulas sebáceas así como inducir su 
crecimiento (59) en ratas hipofisectomizadas y castradas. Estos cam­
bios pudieron ser observados a dosis extremadamente bajas del 3,B-diol 
(0.2 mg) y en estos animales, el peso de las vesículas seminales y la 
próstata ventral aumentó, indicando que los órganos mencionados, 
son también sensibles a la acción del 3,B-cliol (59) . Por último, el efec­
to del 3/1-diol sobre la secreción y liberación de gonaclotropinas, es 
aun controversia! (60, 61). Los efectos observados posiblemente de­
penden de la vía de administración, dosis empleada y otros paráme­
tros experimentales, asi se ha reportado la potencia antigonadotrópica 
del 3,B-diol bajo ciertas condiciones de experimentación, pero en otras 
este efecto está ausente (62,63). También es posible que después de 
la administración del 3,B-diol este sea converticlo enzimáticamente 
a 5a-DHT y/o 3a· por tejidos neurales (44). 
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Jlfecanismo de Acción del 3{3-Androstandiol. 

En la actualidad se desconoce el mecanismo de acción de Jos an­
drógenos 5a- reducidos a nivel celular, en particular del 3{3-diol. Estu­
dios efectuados por Thieulant y col. indicaron que en la hipófisis 
anterior de la rata, existe una macromolécula de naturaleza proteica 
capaz de unir al 5a-androstano-3{3,l 7 {3-diol (64). Por análisis de espe­
cificidad y afinidad, el 3{3-diol parecía unirse al receptor de estradiol, 
estos resultados han sido confirmados por Rochefort y García en el 
útero de la ternera y la rata (65). Aún más, el 3{3-diol es capaz de 
estimular in vivo la actividad de la RNA po!imerasa en la pituitaria, 
estimula también a la timidina-cinasa e induce la síntesis del recep­
tor de progesterona en células MCF-7 ( 66), respuestas consideradas 
típicamente estrogénicas. Por otra parte el 3{3-diol es capaz de inter­
accionar con el receptor de andrógenos, por desplazar a la hormona 
de su sitio de unión, Hannouche y col. (67) y Barley y col. (68) 
demostraron que el 3{3-diol interfiere con la unión de la testosterona 
y 5a-DHT a su receptor, en la pituitaria y cerebro. 

Finalmente Baulieu encontró que el 5a-androstano-3{3,17{3 dio! 'H 
se une con gran afinidad a una macromolécula que sedimenta en la 
región 3-48 (47). 

En resumen con los datos disponibles actualmente no se ha po­
dido esclarecer, ni aun, sugerir un modelo de acción específico para 
el 3{3-diol a nivel celular. En este estudio se pretende analizar en 
forma sistemática la acción del 3{3-Androstandiol en el fibroblasto 
l\umano. 

Fibroblastos ocmw modelo biológico en el estiuiio de 
receptores citoplasmáticos. 

El uso de fibroblastos derivados de piel, mantenidos en cultivo 
en monocapa, es de gran utilidad para el estudio del mecanismo de 
acción de andrógenos ya que mantienen las características del órga­
no blanco del cual provienen, en la capacidad de metabolizar este­
roides (69) y poseen además receptores específicos. Hasta ahora 
los receptores que se han encontrado y estudiado en fibroblastos 
son los de andrógenos (70,71) y los de glucocorticoides (72), pero 
no de estrógenos ni de progesterona. Por otro lado el uso de fibro­
b!astos permite tener un modelo biológico homogéneo, con un solo 
tipo celular, y lo más importante es que se evita la presencia de 
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contaminantes, por ejemplo proteínas ser1cas que podrían enmasca­
rar la actividad de receptores de un tejido especifico. 

Además, dado que los fibroblastos se pueden obtener en grandes 
cantidades y es posible almacenarlos a bajas temperaturas durante 
tiempos indefinidos, dan a este modelo biológico una gran ventaja 
sobre otros tejidos provenientes de animales de experimentación. 
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OBJETIVO DEL ESTUDIO 

El objetivo del presente estudio fue el de investigar la unión es­
pecifica del 5a-androstano-3¡J,17f3 dio! a fibroblastos provenientes de 
piel genital, caracterizar esta unión y tratar de establecer un posi­
ble mecanismo de acción a nivel celular. 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERJAL: 

Reactivos para cultivo celular: 
Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Laboratorios Gibco, 

NY. 
Medio minimo esencial de Eagle (MEM) ; penicilina, estreptomi­

cina liofilizada con 10,000 U/mi de penicilina base y 10 mg/ml de 
estreptomicina base; solución de tripsina-EDTA (lx) liofilizada, 0.5 g 
tripsina (1:250) 0.2 g de EDTA/l de solución balanceada de Hanks, 
sin calcio y sin magnesio; solución de aminoácidos no esenciales 10 
mM (100x}; ·suero fetal de ternera; solución balanceada de fosfatos 
de Dulbecco (PBS). 

R,eootivos: 

Los reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron de 
alto grado de pureza y se compraron a J. T. Baker y Sigma. El agua 
utilizada fue desionizada mediante el sistema Milli-Q, Water Purifi­
cation System de Millipore. 

Compuestos marcadDs caii isatopos i·ad.iactivos: 

(1,2,4,5,6,7,0-H) 5a DHT, a.e. 123 Ci/mmola; (1,2,3-H) 3{1,5a an­
drostandiol, a.e. 40 Ci/mmola, se obtuvieron de Amersham Interna­
tional, Reino Unido. 

0om'PIJ.8Stos rad.Winertes: 

3{1, 5a androstandiol, 5a dihidrotestosterona, estradiol, 3{1, 5a no­
retisterona se obtuvieron de Sigma y Steraloids Inc. E.U., y se purifl-
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caron mediante 3 recristalizaciones consecutivas, usando metano! como 
disolvente, y como criterio de pureza se midió su punto de fusión en 
un determinador de punto de fusión Mettler FP 61. 

Limpieza de nwterial: 

Todo el material utilizado en cultivo celular se lavó con jabón 
haemo-sol (ha:emo-sol Inc. MA), se enjuagó 10 veces con agua de 
la llave, 10 veces con agua destilada y 10 veces con agua desionizada, 
se hirvió con agua desionizada, se secó a 150'C durante 30 minutos 
y se envolvió para ser esterilizado en autoclave durante 15 minutos 
a .15 Lbs. de presión. 

METODOS 

Cultivo de Célukls: 

Las células utilizadas en este trabajo se obtuvieron a partir de 
piel de prepucio obtenida durante la circuncisión de individuos nor­
males. La piel se sembró en botellas de cultivo desechables de 25 cm" 
utilizando 5 ml de MEM-20% (Medio Minimo Esencial Eagle pH 
7.4 adicionado con tricine 20 mM, bicarbonato de sodio 20 mM, ami­
noácidos no esenciales (Apéndice 1) 1 % , antibióticos y suero fetal 
de ternera 20o/o). Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmós­
fera con 95% de aire y 5.o/o CO,. Una vez que se logró la confluencia 
celular (3-4 semanas), el cultivo se fraccionó en varios subcultivos. 
Para la resiembra las células se separaron de botellas de cultivo me­
diante tripsinización: las células se lavaron 2 veces con 5 mi de so­
lución amortiguadora de fosfatos (PBS, Apéndice 2) y se incubaron 
con 2 ml de tripsina a 37°C durante 3 minutos, las células se sepa­
raron mediante agitación y la suspensión celular se transfirió a 2 
botellas con 10 mi de MEM-lOo/o. Los subcultivos se efectuaron para 
obtener células y experimentar en ellas, o bien se almacenaron a 
-70°C. 

Congelamiento cel1tlar: 

Con el fin de conservar las células por períodos de hasta 2 o 3 
años, sin necesidad de utilizar espacio y reactivos en el laboratorio 
de cultivo celular, las células fueron congeladas, para lo cual se usa-
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ron cultivos confluentes. Las células se despegaron de sus botellas 
por el procedimiento de tripsinización previamente descrito. La sus­
pensión celular se centrifugó a 3000 rpm a 4°C durante 3 minutos, 
el paquete celular se resuspendió en 1 mi de medio (MEM, antibió­
ticos, suero fetal de ternera al 10%, glicerol al 10,%, pH 7.4) y se 
transfirieron a frascos de vidrio de 2.2 mi de capacidad. El proceso 
de congelamiento se realizó en forma gradual con la finalidad de evi­
tar daño y /o muerte celular (refrigeración 30 minutos, congelación 
a -20ºC durante 60 min. y postedormente a - 70ºC, en la cual las 
células fueron almacenadas). 
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PROCEDIMIENTOS EXPERThiENTALES 

A. Estudio de la unión del 3f3-Androstandiol en fibroblastos 
completos: 

Para ·este estudio los fibroblastos humanos normales mantenidos 
en cultivo, se sembraron en botellas cilíndricas de vidrio (Wheaton 
USA) de 690 cm" de superficie. El inóculo inicial fue de 5x10º célu­
las y se añadieron 100 mi de MEM-lO~b. Las botellas se gasearon 
con una mezcla de aire y CO, (95%-5%) durante 2 minutos, se 
cerraron herméticamente, y se incubaron a 37ºC con rotación (Bellco 
Glass Inc. New Jersey modelo 3032) a una velocidad de 0.2 rpm 
durante 24 h, posteriormente se aumentó la velocidad a 0.5 rpm. El 
medio de cultivo se reemplazó el tercer día con 100 mi de MEM-10,o/o. 
En el sexto dia se remplazó nuevamente el medio con 50 mi de medio 
de cultivo MEM sin SFr, (con el fin de eliminar esteroides endógenos 
contenidos en el suero). En el séptimo día, las células se lavaron 2 
veces con 50 mi de PBS, se desprendieron por tripsinización y la 
suspensión celular se colocó en tubos con 3 mi de inhibidor de trip­
sina (Sigma tipo 11-L de frijol). La suspensión celular se centrifugó 
a 3000 rpm (Rotor Beckman JA 20, r max 108 mm) a temperatura 
ambiente durante 5 minutos, el precipitado se resuspendió en 5 ml 
de MEM y se centrifugó en las mismas condiciones. El botón celular 
se resuspcndió en MEM y se contaron las células en una cámara de 
Neubauer (Proper Manufacturing Co., New York). Los fibroblastos 
preparados según se acaba de describir se incubaron con 3/3 diol-'H 
solo o con un exceso de diferentes esteroides radioinertes (3/3-diol•, 
DH'I", 3f3-NE'l", '!", E',,) a 37°C durante 45 minutos. Al finalizar la 
incubación, la suspensión celular se colocó en hielo y se le agrega­
ron 6 ml de solución tris-salina (tris-HCI 20 mM pH 7.4,NaCI 0.9o/o), 
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los tubos se centrifugaron a 3000 rpm (Rotor Beckman JA 20.1 r max 
115 mm) a 4°C durante 5 minutos. El paquete celular se lavó 2 
veces con 3 mi de solución tris-salina y finalmente las células se re­
suspendieron en 1 mi ele agua desionizuela y se rompieron con 2 pul­
sos de 10 seg. de ultrasonido a una temperatura de 4ºC (Sonicador 
H:eat System Ultrasonic Inc. Modelo W-220 F). Del sonicndo se 
tomaron alicuotas de 50 1,J por triplicado para la cuantificación de 
proteínas ele acuerdo al método de Bradford (73, Apéndice 3). Alí­
cuotas de 100 1,J por triplicado se usaron para medir radiactividad, 
empleando Insta-gel como liquido de centelleo (Packard United Tech­
nologies E.U.). Las muestras se contaron durante 1 minuto en un 
contador de centelleo liquido (Packard Tri-carb modelo 2660) y se 
restó el fondo del primer vial, usado como blanco, en el cual se 
colocó liquido de centelleo y 100 1t1 de agua. 

B. Estwlio de la unión del 3[3-Andmstmuliol en citosol: 

Con la finalidad de conocer si la retención del 3[3-diol dentro de 
la célula era a nivel citoplúsmico, se realizó un estudio de unión 
de hormona marcada, y para separar la fracción libre de la unida 
se emplearon gradientes de sacarosa sometidos a ultracentrifugación. 
Para cumplir este objetivo, las células normales se sembraron en 
botellas cilíndricas y 24 h antes del experimento se les cambió el 
medio a MEM sin suero, el dia del experimento se tripsinizaron, 
lavaron e incubaron con los esteroides radiactivos con o sin esteroide 
radioinerte. Al finalizar la incubación, el paquete celular se lavó 3 
veces con solución tris-salina centrifugando a 3000 rpm (Rotor Beck­
man JA 20.1) a 4°C durante 5 minutos. El paquete celular restante 
se iiesuspendió en 0.5 mi de TEDT (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, EDTA 
1.5 nM Ditiotreitol [DTT] 0.25 mM, Trasylol [Bayer] 5000 U/mi) 
y se homogenizó en un homogenador de vidrio con pistilo de teflón 
a 4ºC. Los homogenados se centrifugaron a 30,000 rpm (Rotor Beck­
man SW 50.l r max 107.3 nm1) 1 hr. a 2"C, del sobrenadante (ci­
tosol) se tomaron alícuotas de 50 1•1 para cuantificar proteínas y 
alícuotas de 400 1,¡ que se depositaron sobre gradientes lineales de 
sacarosa del 5 al 20,o/o. 

Los gradientes se prepararon en solución amortigualora tris-HCl 
20 mM, pH 7.4, EDTA 1.5 mM, DTT 0.25 mM, glicerol lOo/o v/v, 
poi· medio de un formador de gradientes (Buchler Instruments USA) 
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en tubos de polialómero de 5.1 níl de capacidad. Los gradientes ~e 
centrifugaron a 50,000 rpm (Rotor Beckman SW 50.1) durante 18 h. 
a 2°C. Al terminar la centrifugación, los gradientes se fraccionaron 
a partir del fondo (Fraccionador Beckman Recovery System USA), 
en fracciones de 5 gotas que se depositaron en frascos a los cuales 
se les adicionó 5 ml de líquido de centelleo Insta-gel, y se cuantificó 
la radiactividad (83). 

C. Estudio de la 1mión del 3(3-Andoi·standiol a nivel subcelular: 

Se obtuvieron fibroblastos por el método de cultivo de células, los 
cuales posteriormente fueron separados de las botellas de cultivo 
mediante el método de tripsinización y fueron incubados con el 3(3-
diol ·'H más ele! 3(3-diol radioinerte durante 60 min. a 37ºC. Posterior 
a la incubación el botón celular fue lavado 3 veces con solución tris­
salina. Los fibmblastos se sonicaron 3 veces a 4°C durante 10 seg. 
cada vez (Sonicaclor Heat Syslem Ultrasonic Inc Modelo W-220 F), 
posteriormente se obtuvieron las fracciones subcelulares por centrifu­
gación diferencial de acuerdo al método de Schneider y Hogeboom 
(75), figura No. 4. Una vez que se obtuvieron las fracciones sub­
celulares se resuspendiemn y se tomnmn nlicuotas de cada una de 
ellas para cuantificar radiactividad y concentración de proteinas (73, 
Apéndice 3). 

D. Estudio de la 1inión del 3(3-Androstandiol a nivel m1clear: 

Una vez efectuados Jos estudios a nivel subcelular se observó que 
la mayor captación de radiactividad se encontraba en el núcleo, por 
lo que se estudió Ja incorporación del esteroide en este organelo ce­
lular. Para este propósito se obtuvieron fibroblastos por la técnica 
de cultivo de células, Jos cuales fueron separados por tripsinización, 
e incubados con el esteroide a estudiar. Obtención de núcleos: el 
paquete celular se resuspendió en 3 mi de solución isotónica (tris­
base 20 mM pH 7.4 a 4°C, sacarosa 0.32 M. MgCI, 1 mM), y se 
centrifugó durante 5 min. a 3000 rpm a 4ºC. El paquete celular se 
resuspendió en 4.2 ml de solución hipotónica (tris-base 20 mM pH 
7.4 a 4ºC, MgCI, 1 mM) y se dejó en reposo durante 15 minutos, al 
término de Jos cuales Jos fibroblastos se rompie1·on pasli.ndolos a tra­
vés de una aguja hipodérmica del No. 25. A la suspensión obtenida 
se Je adicionó 0.6 ml de solución hipertónica (tris-base 20 mM pH 7.4 
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a 4°C, sacarosa 2.2. M, MgCI, 0.5 mM, CaCI, 1 mM) con lo que la sus­
pensión fue llevada a una condición de isotonicidad. El Usado se centri­
fugó a 2400 rpm durante 20 min. a 4°C. Del sobrenadante se tomaron 
alicuotas de·100 l'l por triplicado para cuantificar radiactividad. El pre­
cipitado que contiene los núcleos fue resuspendido en 3 mi de buffer iso­
tónico. Se centrifugó nuevamente a 2400 rpm por 20 min. a 4°C, se eli­
minó el sobrenadante y el precipitado nuclear se resuspendió en 500 l'l 
de agua desionizada y se sonicó 2 veces durante 10 seg. para romper 
los núcleos. Del sonicado nuclear se tomaron alicuotas de 100 1'1 
por triplicado y se colocaron en frascos con 5 mi de liquido de cen­
telleo insta-gel y se contaron durante 1 minuto en un contador de 
centelleo líquido. Se tomaron alicuotas de 100 l'l para la cuantifi­
cación de ADN empleando el método de Santoianni y Ayala (76, 
Apéndice 4). Todo este procedimiento fue empleado también para 
estudiar la captación nuclear del 3/1-diol a diferentes tiempos. 
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Precipitado a 
Resuspendcr y ccntrl fugar 
a 00 X 10 minutos. 

Precipitado b lsobrenadantc 2 ! 
nCiclcos. 

Sobrenadante 1 
Resuspender y centrl fugar 
a 5000 Xg por 10 minutos. 

Precipitado 1 
Rcsuspender y 
ccntrl fugar a 
5000 Xg por" 10 
minutos. 

Sobrenadante 3 

Precipitado 2 Sobrenadantc 
Rcsuspcnder y 
centrifugar a 
2li 000 l(g por 
10 minutos. 

Precipitado 3 Sobrcni'ldante 
Hltocondrlas, 

Flg. l¡ Aislamiento de fracciones subcelulares por centrifugación 

diferencia\, 

Método de Schnelder y Hogeboom \ 15 ) • 
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RESULTADOS 

Infl1wncia de Diferentes Concentraciones del 3[3-diol radioinel'te en la 
captación total de radiactividad. 

Con el fin de estudiar la captación total del 3¡3-diol en fibroblas­
tos humanos normales (Fig. 5), las células se incubaron con 3/3-diol 
tritiado (3/3'), en este ensayo se observó que los fibroblastos son ca­
paces de retener el esteroide intracelularmente. Al agregar excesos 
de esteroide radioinerte entre 6 a 150 nM, la captación no se ve 
alterada. Sin embargo se observa que al aum2ntar la concentración 
a 300 nM del 3[3-diol radioincrte, existe un incremento en la capta­
ción, llegando a su máximo (66000 dpm/mg ele proteína) a concen­
traciones de 750 nM y este incremento en la captación no se mantiene, 
ya que al awnentar la concentración hasta 1500 nM, se obse1va que 
la captación de radiactividad no sufre modificaciones considerables 
con respecto a los fibroblastos incubados únicamente con la hormo­
na marcada (3,8') (Fig. 5). 

Especificidad de Unión: 

Con el objeto de saber si el aumento de captación de. 3,8-diol 'H 
en los flbroblastos es producido exclusivamente por la adición del 
3,8-diol radioinerte (750 nM) , las células se incubaron con 3[3-diol 
>H más 3/3-diol radioinerte a una concentración de 750 nM y ade­
más se probaron otros esteroides radioinertes incubándolos con 
3,8-diol ·'H en concentraciones similares. Como se observa en la figura 
6, ni el estradiol, que es un compuesto aromático con una configu­
ración muy parecida al 3¡3-diol, ni la 5a-DHT que es su precursor 
metabólico inmediato, lograron mimetizar la acción del 3,8-diol radio­
inerte. Por otra parte, fue necesario comprobar la especificidad de 
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Fig. 5 Influencia de diferentes concentraciones del 3¡J-diol radioinerte 
en la captación total de radiactividad por fibroblastos. Las células se 
incubaron en 3 mi de MElVI conteniendo 3¡J-diol 'H 3 nM solo o con 
diferentes concentraciones de 3¡J-diol radioinerte, los cuales se indi­
can en Ja parte inferior de las barras. La incubación se llevó a cabo 
a 37ºC durante 45 minutos. Estos resultados son promedio de 2 

experimentos efectuados por separado. 

esta umon empleando uri esteroide radiactivo diferente al 3/]-diol, 
para Jo cual se corrieron experimentos de unión con 5a-DHT 'H 
en fibroblastos completos. Como se observa en la figura 7, aunque 
la 5a-DHT 'H es retenida en mayor concentración que el 3¡J-diol 'H, 
al añadir 3,13-diol radiolrrerte, Ja concentración de esteroide retenido 
no es alterada, mientras que en la incubación con 3¡J-diol ªH la cap-
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Fig. 6. Especificidad de Unión del 3¡'3-diol en células completas. Fibro­
blastos derivados de piel de individuos no1·males se incubaron en 3 ml 
de 1\IBM conteniendo 3¡9-diol "H 3 nM (3[J•) solo o con hormona no 
marcada a una concentración de 600 nM Estradiol "' E,0 , Dihidro­
testosterona = DHT0

, 3¡9-diol "' 3p0 ) a 37•C durante 45 minutos. 
Las células se trataron posteriormente como se indica en material y 
métodos. Estos resultados son representativos de 3 experimentos efec-

tudos por separado. 
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Fig. 7 Estudio del efecto del 3j1-diol radioinerte en la captación total 
de 3j1-diol radiactivo. 

Los fibroblastos fueron incubados en 3 mi de MEM conteniendo 
3j1-diol •H 3 nM solo o en presencia de 3j1-dioJ o 3a-diol radioinertes, 
en una concentración de 750 nM, o bien con DHT "H 2 nM con o sin 
3j1-diol o 3a-diol radioinertes en una concentración de 750 nM. Los 
resultados se indican como radiactividad total unida por mg de pro-

teína. 

tación se incrementa considerablemente. En este estudio también 
se probó la influencia del 3a-diol radioinerte, el cual no modificó Ja 
captación ni del 3j1-diol ªH ni de la 5a-DHT •H. 

Otro estudio para comprobar la especificidad del fenómeno del in­
cremento de captación propiciado por altas concentraciones de 3j1-diol 

54 



fue realizado con un compuesto parecido al 3,8-diol, el 3,B-diol de 
Noretisterona (3,8-NET). El 3,8-NET difiere del 3,B-diol natural en 
que posee un radical etinilo en el carbono 17 y carece del metilo en 
posición 19. Como se muestra en la figura 8 el 3,8-NET es capaz de 
mimetizar Ja propiedad del 3,B-diol natural de aumentar Ja captación 
de radiactividad. En este estudio se incubó 3,B-diol ªH + excesos de 
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Fig. 8 Estudio del efecto de 3,B-NET radioinerte en la captación total 
de 3,8-diol radiactivo. Los fibloblastos se incubaron en 3 mi de MEM 
conteniendo 3,B-diol ·'H (3,8") 3 nM con o sin un exceso de esteroide 
radioinerte, 3,B-diol (3,Bº) en un exceso de 250 veces y 3{3-NET en 

en exceso de 100, 250 y 500 veces. 
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300 nM, 750 nM, 1500 nM de 3{1-NE:I' y en las tres concentraciones 
este compuesto sintético aumentó la captación del 3{1-diol 'H natural, 
aunque a concentraciones de 1500 nM la captación fue menor como 
sucede con el 3{1-diol natural (Fig. 8). 

Unión del 3{1-dwl a Nivel Citopla8mátioo: 

Ya que las hormonas esteroides para ejercer su acción se unen 
a una macromolécula de naturaleza proteica, de localización citoplas­
mática (85), se estudió Ja posible unión del 3{1-diol a una proteína 
citosólica. Para este fin, el citosol de los fíbroblastos incubados con 
3{1-díol 3H solo y 3p-díol 'H + 3{1-diol radioínerte en una concentra­
ción de 600 nM se sometieron a ultracentrifugacíón en gradientes de 
sacarosa de 5 a 20%. Como control positivo de unión a una macro­
molécula citosólíca se empleó cítosol de células incubadas con 5a 
DHT 'H, 2 nM el cual se trató en forma similar. Los resultados 
mostraron que la radiactividad se mantiene en un nivel basal a través 
de todo el gradiente (Fig. 9 círculos cerrados), no así en el control 
incubado con 5a- DHT •H en el cual se perfila un pico de mayor 
radiactividad con un coeficiente de sedimentación de SS (Fig. 9 círcu­
los abí~os) indicando que la 5a-DHT si se une a una proteína cíto­
sólica y el 3{1-díol no. 

Estudios a nivel mlhcel1ilar de la captación del 3p·dwl 

Una Ve'Z comprobado el fenómeno de alta retención de 3¡3-diol 'H 
al incubarse específicamente con exceso de 3{1-diol radíoinerte, y al 
no encontrar unión a nivel citoplasmático, se efectuaron estudios a 
nivel subcelular con el objeto de conocer en que estructura celular 
ocurre esta retención. Para este propósito los fibroblastos se incuba­
ron con 3/3-diol •H 3 nM + 3{1-diol radíoínerte 600 nM durante 60 
mín. a 37°C, posteriormente se separaron fracciones subcelulares me­
diante dentrifugacíones sucesivas, y en cada fracción se cuantificó la 
radiactividad incorporada. Los resultados indicaron (Fíg. 10) que Ja 
mayor captación se efectuó, en el núcleo celular, incorporándose el 
80% de la radiactividad total unida a la célula intacta, en mitocon­
drias y citosol la captación fue menor de un 1Q% y en microsomas 
sólo fue de un 2%, indicando que el núcleo es el componente celular 
responsable de la captación del esteroíde. 
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Fig. 9 Perfil de sedimentación del citosol de fibroblastos incubados con 
3f3-androstandiol- 'H. 

Fibroblastos mantenidos en cultivo se incubaron con 3¡'.1-andros­
tandiol- 'H (Panel izquierdo) o bien con 3f3-androstandiol •H + 3¡'.1-
androstandiol radioirrerte (Panel derecho). Alicuotas de la fracción 
soluble (500 111) de los fibroblastos incubados, fueron centrifugados 
xg a 4ºC. El citosol de fibroblastos incubados con 5a-DHT •H en las 
en gradientes de densidad de sacarosa (5-20%) por 18 h. a 300,000 

mismas condiciones se usó como control (Panel izquierdo).· 

Cinética de Unión del 3¡'.1-diol 'H a fibrablastos 

Se estudió la captación del 3¡'.1-diol a fibroblastos humanos, para 
ello los fibroblastos se incubaron con 3f3-diol 'H más 3¡'.1-diol radio­
inerte 600 nM a 37ºC, durante intervalos de tiempo de 5, 15, 30, 45 y 
60 minutos, analizando la radiactividad incorporada tanto en núcleos 
como en citosol. Como se muestra en la figura 11, a los 5 min., la 
captación en núcleos del 3¡'.1-diol 'H fue la más alta, y al incremen-
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Fig. 10 Estudios a nivel subcelular del 3{3-diol. 

Las células fUeron incubadas en 3 mi de MEM contenhmdo 3{3-diol 
'H 3nM + 3{3-diol radioinerte 600 nM, la incubación se realizó a 37°C 
durante 60 min. Al finalizar la incubación las células se homogeniza­
ron y se obtuvieron las fracciones subcelulares mediante centrifuga­
ciones sucesivas. En cada fracción se midió la radiactividad unida, 
y Jos resultados se indican como .% de unión en cada fracción sub­
celular- N (núcleos), MlT (Mitocondrias), C (Citosol) y MIC (micro-

somas). 
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Fig. 10 Estudios a nivel subcelular del 3¡3-diol. 

Las células fueron incubadas en 3 mi de MEM conteniendo 3(3-diol 
3H 3nM + 3,8-diol radioinerte 600 nM, la incubación se realizó a 37ºC 
durante 60 min. Al finalizar la incubación las células se homogeniza­
ron y se obtuvieron las fracciones subcelulares mediante centrifuga­
ciones sucesivas. En cada fracción se midió la radiactividad unida, 
y los resultados se indican como .% de unión en cada fracción sub­
celular. N (núcleos), MlT (Mitocondrias), C (Citosol) y MIC (micro-

somas). 
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Fig. 11 Captación de 3¡1-diol 'H a diferentes tiempos de incubación. 
Fibroblastos provenientes de individuos normales fueron incubados 
en 3 mi ele MEM conteniendo 3¡1-diol "H 3 nM + 3p-diol radioinerte 
600 nM a 37° C. Como control se incubaron células con 3¡1-diol 'H 
3 nM. De las células tratadas se obtuvieron los núcleos y el citosol 
como se indica en material y métodos y se cuantificó la radiactividad 

unida en cada fracción. 

tarse el tiempo de contacto con 'el esteroide, la radiactividad va decre­
ciendo y llega a ser constante entre 45 y 60 min. La captación en 
citosol es mucho menor que en núcleos y se mantiene constante a 
través del tiempo analizado. En este estuclio se usó como control fibro­
blastos incubados durante 60 min. sólo con el esteroide radiactivo y 
como se puede observar en la gráfica no hubo retención de radiactivi­
dad en núcleo ni en citosol. 
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DISCUSION 

Los resultados experimentales de la captación del metabolito re­
ducido de la testosterona, el 5a-androstano 3/3, 17 p dio!, por el fibro­
blasto humano muestran que este compuesto posee un comportamiento 
de unión que se podría considerar exclusivo o propio de su configura­
ción, ya que moléculas estructuralmente similares; como su epimero 
5a- androstano 3a, 17 f3 dio! o el 5n-androstano 17 f3 ol-3 ona a diferencia 
del 3f3-diol presentan un mecanismo de acción clásico para hormonas 
esteroides con actividad androgénica, y este ha sido extensamente es­
tudiado y en la actualidad es bien conocido (17, 18). 

Por el contrario el modo de acción a nivel celular del 3/3-diol ha 
sido poco estudiado no obstante de que induce un número importante 
de efectos biológicos. Si bien se han caracterizado y cuantificado las 
propiedades de unión de otros sistemas de receptores para esteroides 
con actividad hormonal (1), éste no es el caso del 3f3-diol. 

En términos generales los procesos celulares involucrados en la 
expresión de la actividad biológica del 3p-Androstandiol no se cono­
cen o no han sido determinados experimentalmente: el objetivo del 
presente trabajo es el conocer más acerca de su mecanismo de acción. 

Como se menciona en la introducción el 3/3-diol es un producto 
metabólico inmediato de la 5cc-DHT, que es un andrógeno de gran 
actividad biológica. A pdoii se esperaría que el 3/3-androstandiol 
siendo también un andrógeno interaccionara con los receptores de 
andrógenos presentes en las células blanco, es por esto que se eligió 
al fibroblasto humano, el cual contiene receptores de andrógenos, 
como modelo para el estudio del mecanismo de acción del 3¡3-diol. 
El modelo del fibroblasto ofrece ventajas adicionales respecto a otros 
tejidos ya que no sintetiza receptores intracelulares para estrógenos 
ni se ha detectado actividad de unión para progestinas. A diferencia 
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de lo que ocurre en tejidos en donde el 3f3-diol es capaz de interaccio­
nar con otros sistemas de receptores que se caracterizan por tener 
arta afinidad y, capacidad limitada {64-68), el 3/3-diol 'H en el 
fibroblasto exhibe un patrón de captación distinto, y dependiente 
de Ja concentración agregada del 3f3-diol radioinerte. Como se mues­
tra en la figura 5, Ja retención del 3f1-díol 'H por el fíbroblasto intacto, 
incubado a 37°C se vio incrementada únicamente cuando se agregó 
la hormona fría a una concentración 250 veces mayor que Ja radiac­
tiva {750 n!VI). Este patrón de captación no ocurre en un sistema sa­
turable de alta afinidad (1), y se aparta del modelo vigente de acción 
de los estcroides. Un sistema parecido aunque no idéntico ha sido 
descrito por el grupo ele IVIcGuire para el estracliol 'H y al parecer 
es funcional en varios tejidos (77), sin embargo, este sistema no 
saturable, está estudiado en condiciones experimentales limitadas 
{4°C), cliferentes a las empleadas para el 3,(1-clíol "H {37ºC). 

La especificidad de la captación del 3¡3-diol 'H fue estudiada ini­
cialmente en fibroblastos intactos cultivados a 37ºC. Como se muestra 
en las figuras 5 y 6, la retención del 3/1-diol "H es lograda sólo cuando 
se agrega 3¡3-diol radioinerte al niedio de incubación pero no cuando se 
íncuba con estradiol, 5a-DHT o su isómero 3,,.diol a las mismas concen­
traciones. Estas observaciones sugieren que la retención •es ejercida 
excl.usivamente por Ja estructura que presenta el 3/1-diol; esto es, la 
captación es •específica para el 3/1-diol y no ocurre con estructuras como 
la de la 5a-DHT. Este mismo fenómeno no se observó cuando se incu­
bó con DHT 3H bajo condiciones similares (Fig. 7), aún mas la adición 
del isómero 3"-diol no modificó las caraclcrísticas de captación para 
ninguno de los dos radio!igandos como se muestra en la misma figura. 
Para que ocurra el aumento o incremento en la captación del 3,(1-diol 
'H es determinante alcanzar una concentración óptima (250 veces 
mayor que el esteroide radioactivo} ele! compuesto raclioinerte. En 
un experimento adicional se confirmó Ja especificidad de unión del 
3f3-díol 'H utilizando el esteroide sintético 3,(1-NET estructuralmente 
parecido y que posee propiedades similares al 3,(1-cliol natural (74). 
Asi mismo con el 3,(1-NET se logró incrementar la captación del 
3/3-diol ªH, lo cual indica que esta configuración es esp·zcifíca para 
ejercer su función {Fíg. 8) . 

Actualmente aun no conocemos el modo de acción del 3f1-diol, en 
parte debido a que no se ha identificado un receptor específico para 
este derivado, por lo que se han propuesto varios mecanismos para 
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explicar cómo ejerce su efecto. Por ejemplo se ha sugerido reiterada­
mente que el 3{l-androstandiol posee afinidad por el receptor de estró­
genos (64-68) y por lo tanto ejerce efiectos estrogénicos (67, 74, 78). 
Sin embargo, si bien es cierto que el 3{l-diol está provisto de actividad 
estrogénica intrínseca débil, la interacción con el receptor de estró­
genos no parece ser la de un estrógeno típico, puesto que las afinida­
des entre el estradiol y su receptor, y el 3,13-diol con el receptor de 
estrógenos son muy diferentes: el 3{l-diol 'H interacciona con Jo que 
parece ser un receptor de afinidad relativamente baja, con una capa­
cidad moderada (64-68), del orden de 1 x 10·' M que de ninguna 
manera corresponde a las características de Jos receptores de estró­
genos típicos los cuales poseen alta afinidad y son saturables a con­
centraciones bajas como 1 x 10·'° M o incluso menores. 

El comportamiento de la reacción entre 3fi-diol 'H y el supuesto 
receptor de estrógenos encontrados por García (65) y Thieulant (64) 
en el citosol de varios tejidos animales, indica que el 3{l-diol presenta 
una rápida disociación de su receptor iwtivo, esto es la forma 8 S y 
bajo sus condiciones experimentales el 3,8-diol 'H se asocia prefe­
rentemente a la fracción disociada (forma 4 S) del receptor de estró­
genos, mientras que el estradiol •H se une principalmente a Ja forma 
nativa del receptor citosólico de estrógenos. La fracción a Ja cual se 
está uniendo el 3,13-diol 'H en los tejidos estudiados pareciera ser 
también inespecifica ya que a la adición del 3j3-diol radioinerte no se 
modifica el patrón de sedimentación en gradientes de densidad de 
sacarosa. Otra posible explicación de la acción del 3¡3-diol seria que 
por modificaciones enzimáticas formara compuestos más activos como 
el 3a-diol o bien 5a-DHT, sin embargo, esto parece no ocurrir bajo 
condiciones fisiológicas nonnales (30). 

La primera alternativa fue explorar la unión del 3,8-diol en el 
citosol de los fibroblastos. Desafortunadamente, aunque Ja captación 
del 3{l-diol 'H en presencia de 3¡3-diol radioinerte es un fenómeno 
constante, Ja presencia de unidores específicos en la fracción citosó· 
lica del fibroblasto no fue encontrada. En la figura 8 se muestra la 
sedimentación del complejo 5a-DHT 'H-receptor de cítosol de fibro­
blastos (panel izquierdo), analizado en gradientes de densidad de saca­
rosa, y se muestra también que en condiciones similares el 3,B-díol 'H 
no se une al citosol de los fibroblastos (Fig. 9 panel derecho). Con 
ostas observaciones se descarta que el 3¡3-diol se una a un receptor 
citosólico. 
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A fin de saber a qué sitio de la célula se une el 3p-diol 'H cuando 
se incuba in vivo con el 3p-diol radioinerte, se obtuvieron fracciones 
subcelulares a partir de fibroblastos incubados con Ja hormona a 
37°C. Como se muestra en Ja figura 10 Ja mayor captación de radiac­
tividad se encontró en el compartimento nuclear, mientras que en la 
fracción mitocondrial y citosólica fue baja y menor aun en la fracción 
microsomaJ. Estos resultados confirman Ja ausencia de unión o re­
tención en la fracción citosólica del fibrobJasto, y demuestran, una 
interacción directa con el componente nuclear, esto es Ja captación 
del compuesto tritiado se une en el núcleo, esta observación está de 
acuerdo a lo reportado por Chamness y col. y por King y Green para 
el receptor de estrógenos con referencia a la saturabilidad y localiza­
ción del receptor (77, 79). 

Finalmente se estudió el tiempo óptimo de captación de la hor­
mona por el núcleo celular. En la figura 11 se muestra la captación 
por el fibroblasto in viw del 3p-diol 'H más 3p-diol radioinerte incu­
bado a 37°C a diferentes tiempos, la mayo1· retención fue observada a 
Jos 5 minutos de incubación y esta decae gradualmente conforme pasa 
el tiempo de exposición (60 minutos). 

Esta rápida captación se obtuvo en estudios c¡ue se llevaron a cabo 
a temperatura fisiológica y será de interés estudiar tiempos de incu­
bación de menor duración. Los resultados obtenidos permiten sugerir 
que el fenómeno de captación observado en condiciones experimenta­
les controladas pudiera operar en condiciones fisiológicas. 

Para Ja inducción del receptor de progesterona por el 3p androstan­
diol se requieren concentraciones farmacológicas más c¡ue fisiológicas 
(66), también el estimulo desencadenante de la hiperprolactinemia 
en Ja hipófisis anterior de Ja rata es mediada casi exclusivamente por 
la concentración del 3p-diol que se origina de Ja testosterona ( 40). 
Los datos presentados muestran que el 3p-androstandiol es interna­
lizado rápidamente al interior del núcleo del fibroblasto sin tener 
como mediador intracelular un receptor de localización citosólica, este 
hecho que es también dependiente de Ja concentración del esteroide 
presente en el medio, difiere sustancialmente a Jos mecanismos de 
acción observados para casi todas las hormonas esteroides (80). 

La entrada rápida a la célula y la unión directamente en el núcleo 
del 3P·diol, en el flbroblasto, no ha sido reportado a Ja fecha, sin 
embargo, se ha informado de Ja existencia de un sistema de inter­
acción exclusivamente nuclear para el estradiol (79), el cual presumi-
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blemente no es mediado por receptores cltosólicos. Podría conside­
rarse, en este caso particular que el 3/3-diol Ueva a cabo un mecanismo 
de acción similar a Ja del estrandiol, sin embargo, la diferencia funda­
mental es que el 3JJ-androstandiol 'H requiere necesariamente de una 
concentración elevada de 3¡1-diol radioinerte para ser retenido en el 
compartimiento nuclear, a diferencia de lo que sucede con el estra­
diol 'H. 

La captación observada del 3¡1-androstandiol por el núcleo del fi­
broblasto humano y su inesperada retención aumentada por la adición 
de altas concentraciones de este esteroide, podrían considerarse para­
dójicos, comparándolos con los mecanismos ampliaménte conocidos 
de las hormonas esteroides. 

Por otra parte relacionando los resultados experimentales obteni­
dos, con los datos existentes en la literatura, se podría sugerir, a 
manera de hipótesis, un posible mecanismo de acción del 313-dio!. 

Inicialmente el 3¡1-diol es formado a partir de testosterona en las 
células de los órganos blanco en compartimentos específicos (fracción 
microsomal, núcleo) dentro de la célula. El 3¡1-diol difunde entonces 
al núcleo, en donde es retenido gradualmente por componentes espe­
cíficos (adaptadores moleculares) de naturaleza posiblemente protéi­
ca, ya que la molécula esteroide por si misma no es capaz de evocar 
una respuesta regulatoria {80). A continuación el complejo 3/3-diol­
receptor, se une a aceptares nucleares localizados en la cromatina, in­
duciendo una respuesta reguladora semejante a la descrita para otras 
hormonas esteroicles (80). 

Un efecto inductor (regulador) del 3¡1-diol a nivel nuclear, ha sido 
d<?scrito para la regulación ele la actividad de la timiclina cinasa en 
el cndometrío humano y en células MCF-7 (67), así como también 
el efecto sobre la actividad de la RNA polimerasa inducido por el 
3/3-diol (78) . La inducción de la síntesis de receptores para proges­
terona por el 3¡1-androstandiol en varios tejidos .animales ha sido 
también reiteradamente demostrada (67, 74, 78). 

Este mecanismo podría explicar en parte una serie de alteraciones 
hormonales en los cuales está involucrado el 3/3-diol, como sería el 
caso del hirsutismo, la oligospermia { 45), y la hiperplasia prostática 
benigna {81). Con referencia a ésta última, se ha sugerido que el 
3/3-diol desempeña un papel importante en la génesis de la patogenia 
de la hiperplasia prostática {50). Tunn y col. {82) demostraron alte­
raciones en la hidroxilación del 3/3-diol lo que produce acumulación 
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de este metabolito tanto en el estroma como en el epitelio de la prós­
tata humana y se sugiere que este aumento en la concentración pu­
diera inducir el crecimiento celular (82). 

El mecanismo propuesto en este trabajo también podría explicar 
en parte el efecto del 3{J-diol sobre la secreción y crecimiento del 
epitelio prostático de células mantenidas en cultivo (39), el efecto 
sobre el adelanto de la pubertad en roedores (52-55), la inhibición 
de gonadotropinas inducida por el androstandiol (63, 83), y sus efec­
tos en la síntesis de prolactina en la hipófisis anterior de la rata ( 40). 
Finalmente, la observación de que la mayor parte de la unión del 
3{J-androstandiol 'H ocurre a nivel nuclear está fuertemente apoyada 
por los datos de Horst y col. (84) quienes demostraron que este me­
tabolito se une inespecíficamente tanto a la porción mitocondrial 
como a la fracción microsomal (84) de la próstata ventral de la rata. 
Estos mismos resultados fueron encontrados en el fibroblasto humano 
(Figura 10) en el presente trabajo. La caracterización e identificación 
del sitio o sitios de interacción del 3{J-androstandiol en el núcleo del 
fibroblasto y en otros tejidos animales se estudia actualmente en 
este laboratorio, para tratar de conocer el mecanismo de acción del 
3{J-Androstandiol. 
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CONCLUSIONES 

Los datos obtenidos en el presente estudio fueron interpretados 
de la siguiente manera: 

l. Existe una captación especifica del 3p-diol por los fibroblastos 
mantenidos en cultivo, esta captación es dependiente de una con­
centración critica del 3fi-diol adicionado a la incubación, al llegar 
a esta concentración se ejerce un efecto sinérgico en la captación 
del esteroide por la célula. 

2. No se encontró unión específica del 3p-diol a nivel citosólico, por 
lo que su mecanismo de acción difiere del de las hormonas este­
roides conocidas. 

3. La retención del 3fi-diol es exclusivamente nuclear, este fenómeno 
es importante ya que este organelo celular es el que regula la 
mayoria de los procesos celulares. 

4. Finalmente se sugiere que la retención del esteroide a nivel celular 
puede operar en ciertas condiciones fisiológicas en las cuales está 
involucrado el 3fi-dio!. 

67 



APENDICE1 

Medio mínim-0 erencial (MEM). 

Componentes 

&aes inorgánicas: 
CaCI, (anhidro) 
KCJ 
MgSO., (anhidro) 
NaCl 
Na,HPO.H,O 

Otros componentes: 
D-glucosa 
Rojo de fenal 

Amiooácidns: 
L-alanina 
L-arginina.HCI 
L.asparagina.H,O 
L-ácido aspártico 
L-cisteína.2 HCI 
L-ácido g!utámico 
L.glutamina 
Glicina 
L-histidina HC!.H,O 
L-isoleucina 
L-leucina 
L.lisina HC! 

69 

mg/1 

.zoo.o 
400.0 

97.6 
6800.0 
140.0 

1000.0 
10.0 

8.9 
126.0 

15.0 
13.3 
31.29 
14.7 

. 292.0 
7.5 

42.0 
52.0 
52.0 
72.5 



L-metionina 
L-fenilalanina 
L-prolina 
L-serina 
L-treonina 
L-triptofano 
L-tirosina (sal disódlca) 
L-valina 

Vitaminas: 
D-Pantotenato de calcio 
Cloruro de colina 
Acido fólico 
i-inositol 
Nicotinamida 
Piridoxal HCI 
Riboflavina 
Tiamina HCI 

Amíncácidos no esenciales: 
L-alanina 
L-asparagina.H,O 

- L-ácido aspártico 
L-ácido glutámico 
Glicina 
L-prolina 
L-serina 

70 

15.0 
32.0 
11.5 
10.5 
48.0 
10.0 
51.9 
46.0 

1.0 
1.0 
1.0 
2.0 
1.0 
1.0 
0.1 
1.0 

890.0 
1500.0 
1330.0 
1470.0 

750.0 
1150.0 
1050.0 



APENDICE 2 

Soluci-On amortiguadora de fosfatos 
(PBS) de Dulbecco. 

Componentes: 

KC! 
KH,PO, 
NaCl 
Na,HP0,.7H,O 
pH7.4 

71 

g/l 

0.2 
0.2 
8.0 
2.16 



APENDICE 3 

Determinación de proteínas por el método de Bradford. 

I. Preparación del reactivo de Bradford: 
l. Disolver 100 mg de azul de coomasie en 50 ml de alcohol etílico 

al 95o/o. 
2. Agregar 100 mi de ácido fosfórico al 85% y aforar a 1000 mi 

con agua destilada. 
3. Almacenar en botella ámbar a temperatura ambiente. 

II. Preparación de la curva estandar: 
l. Pesar 10 mg de BSA y disolverlos en 10 mi de sol. salina 0.15 M 

(sol. stock). 
2. Leer en especlrofotometro a una longitud de onda de 278 nm 

utilizando como blanco sol. salina. La lectura debe ser de una 
DO de 0.66, de lo contrario ajustar. 

3. Puntos de la curva: 
a) 100 µg 0.1 mi de sol. stock. 
b) 75 µg Tomar 3.75 mi de sol. stock, agregar 1.25 ml de sol. 

salina, cada 0.1 mi de esta sol. es igual a 25 µg. 
c) 50 µg Tomar 2.5 mi de sol. stock, agregar 2.5 mi de sol. sa­

lina, cada 0.1 mi de esta sol. es igual a 50 µg. 
d) 25 1,g Tomar 1.25 mi de sol. stock, agregar 3.75 mi de sol. 

salina, cada 0.1 mi de esta sol. es igual a 25 µ. 

e) O µg Tomar 0.1 mi de sol. salina. 

Problemas: 
l. Hacer diluciones de la muestra: (1:50, 1:100, 1:500, 1:1000). 
2. A todos los tubos de la curva estandar y a los problemas se les 

agregan 5 mi de reactivo de Bradford. 
3. Esperar 2 min. y leer en espectrofotometr~ a 595 nm. 
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APENDICE 4 

Determi1wci6n de la concentración de ADN en solucióli por 
el método de Santoianni y Ayala 

Reactivos: 

l. Albúmina 1 mg/ml 
2. Acido tricloroacético al 4Q% y 10% (TCA). 
3. Diclorhidrato del ácido 3,5 diaminobenzoico (DABA). 
4. Carbón dextrán. 
5. HClO, al 0.6 N (guardar y usar en material plástico). 
6. Papel filtro Whatman No. l. 
7. ADN de esperma de salmón (2 mg/ml de NH,OH). 
8. NH,OH 0.4 N. 

Método: 

l. Las muestras se aforan con agua a un volumen de 0.5 ml. 
2. Añadir 0.1 ml de albúmina 1 mg/ml. 
3. Añadir 0.2 ml de TCA al 40%. 
4. Dejar reposar a 4°C durante 2 horas. 
5. Centrifugar a 2400 rpm durante 10 minutos en frío (0°C-4°C). 
6. Aspirar el sobrenadante y eliminarlo. 
7. Añadir al precipitado 0.5 ml de TCA al 10,%. 
8. Agitar. 
9. Centrifugar 10 min. a 2400 rpm en frío. 

10. Aspirar el sobrenadante. 
11. Añadir al precipitado 20 µl de 3,5 DABA previamente tratado con 

carbón dextran. '(Pesar 676 mg de 3,5 DABA y ponerlo en 2 ml 
de agua (1.5 M), agitar y agregar 2 mg de una mezcla carbón 
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dextran 10:1 p/p, agitar y centrifugar 10 min. a 2000 rpm a tem­
peratura ambiente; filtrar (papel filtro Whatman No. 1), el fil­
trado se debe colectar en un tubo de plástico). 

12. CUbrir los tubos con papel Parafilm. 
13. Colocar los tubos en baño María a 60ºC durante 30 min. 
14. Parar la reacción poniendo 1.5 ml de HC!O, al 0.6 N. 
15. Agitar. 
16. Centrifugar los tubos 10 min. a 2000 rpm a temperatura ambiente. 
17. Leer las muestras en un fluorómetro usando un filtro primario de 

405 nm y un filtro secundario de 520 run. El sobrenadante se 
coloca, en la celdilla por decantación. 
Curva Estdndar: 

1. Preparar solución de ADN de esperma de salmón a una concen­
tración de 2 mg/ml en NH,OH 0.4 N. 

2. Hacer diluciones que contengan 0.1 1,g/10 p.1, 0.5 p.g/lO¡t], 1.0 
¡ig/10 p.l, 3.0 p.g/10 ¡il, 4.0 µg/10 p.l, 5.0 pg/10 Jll, 6.0 pg/10 /ll, 7.0 
p.g/10 p.!, 8.0 p.g/10 1'1, 9.0 l'g/10 p.I y 10.0 pg/10 1,¡, 

3. Preparar triplicado con 10 1,¡ de cada concentración y evaporar 
a sequedad a temperatura ambiente. 

4. Agregar a cada tubo 20 1,1 de 3,5 DABA tratado con carbón 
dextran. 

5. Meter los tubos a baño Maria a 60°C durante 30 minutos, junto 
con los tubos del problema. 

6. Agregar 1.5 mi de HC!O, 0.6 N. 
7. Leer en el fluorómetro usando como blanco: 10 p.l de NH,OH en 

un tubo y tratados igual que los tubos anteriores. 
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